Chrysin‐Loaded Chitosan Nanoparticles Potentiates Antibiofilm Activity against \u3cem\u3eStaphylococcus aureus\u3c/em\u3e by Siddhardha, Busi et al.
Chapman University 
Chapman University Digital Commons 
Pharmacy Faculty Articles and Research School of Pharmacy 
2-12-2020 
Chrysin‐Loaded Chitosan Nanoparticles Potentiates Antibiofilm 






See next page for additional authors 
Follow this and additional works at: https://digitalcommons.chapman.edu/pharmacy_articles 
 Part of the Bacteria Commons, Bacterial Infections and Mycoses Commons, Nanomedicine 
Commons, Other Chemicals and Drugs Commons, Pharmaceutical Preparations Commons, and the 
Therapeutics Commons 
Chrysin‐Loaded Chitosan Nanoparticles Potentiates Antibiofilm Activity against 
Staphylococcus aureus 
Comments 
This article was originally published in Pathogens, volume 9, in 2020. https://doi.org/10.3390/
pathogens9020115 
Creative Commons License 




Busi Siddhardha, Uday Pandey, K. Kaviyarasu, Rajasekharreddy Pala, Asad Syed, Ali K. Bahkali, and 




















Orocylumineicum  vent  is  well‐reported  for  its  biological  properties.  However,  its  therapeutic 
potential has not been fully exploited due to its poor solubility and bioavailability. In the present 
study,  chrysin  was  encapsulated  into  chitosan  nanoparticles  using  TPP  as  a  linker.  The 
nanoparticles  were  characterized  and  investigated  for  their  anti‐biofilm  activity  against 
Staphylococcus  aureus.  At  sub‐Minimum  Inhibitory  Concentration,  the  nanoparticles  exhibited 
enhanced anti‐biofilm efficacy against S. aureus as compared to its bulk counterparts, chrysin and 
chitosan.  The  decrease  in  the  cell  surface  hydrophobicity  and  exopolysaccharide  production 
indicated the inhibitory effect of the nanoparticles on the initial stages of biofilm development. The 
growth curve analysis  revealed  that at a sub‐MIC,  the nanoparticles did not exert a bactericidal 
effect  against  S.  aureus.  The  findings  indicated  the  anti‐biofilm  activity  of  the  chrysin‐loaded 











[2,3].  To  eradicate  this  problem, many  strategies were  proposed,  including  (i)  the  inhibition  of 
primary bacterial adhesion or attachment to the living or non‐living surfaces, (ii) the disruption of 
biofilm  architecture  during  maturation  processes,  and  (iii)  the  inhibition  of  cell  to  cell 
communication—i.e., quorum sensing [4,5]. Chrysin (5, 7‐dihydroxyflavone), a flavone constituent 
of  the  Orocylumineicum  vent  has  already  been  documented  for  its  anticancer,  antioxidant  and 
antibacterial properties [6,7]. In spite of its many biological activities, its low water solubility, poor 




















Chitosan  (75–85% deacetylated), sodium  tripolyphosphate  (TPP) and Chrysin were procured 


















The  amount  of  chrysin  loaded  in  the  nanoparticles  was  determined  using  a  UV‐Vis 
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2.5. Determination Sub‐Minimum Inhibitory Concentration (Sub‐MIC) of Chrysin‐Loaded Chitosan NPs 




incubated  at  37  °C  for  24  h.  The  test  tubes were  observed  for  visible  signs  of  growth  and  the 
spectrophotometric readings were recorded at 600 nm [12]. 
2.6. In Vitro Anti‐Biofilm Assays of Chrysin‐Loaded Chitosan NPs 














planktonic  cells were  discarded  and  the MTP was  stained with  crystal  violet  (0.2%  w/v).  The 
inhibition of biofilm formation was determined by solubilizing the CV attached to the biofilm and 









coverslip was  subsequently washed,  air dried  and observed using  a  light microscope  (40×). The 
biofilm  formed on  the coverslip was washed 0.01 M phosphate buffer saline  (PBS), stained using 
acridine orange (0.2% w/v) for 1 min and observed using Confocal laser microscope at 20×. The 3D 
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density was measured  at  490  nm  [21]. A  reduction  in EPS production was  quantified using  the 
following formula: % EPS quantification ? ??OD490 of control?  OD490 of test? ? OD490 of control? ? 100 
The effect of CCNPs on the cell surface hydrophobicity of S. aureus was evaluated using MATH 
assay. The optical density of the treated CCNPs and the untreated cell suspension was recorded at 
600  nm,  after  24  h  of  incubation. The  bacterial  suspension was mixed with  toluene  (1 mL)  and 
vortexed for 2 min. The optical density of the aqueous phase was measured at 600 nm. In both the 
assays, control samples were maintained with S. aureus culture only. Cultures of S. aureus treated 
with DMSO  served  as  a negative  control  [21]. The percentage of  inhibition  in hydrophobicity  is 







All  the  assays were  repeated  thrice,  and  the  data  are  presented  as mean  ±  standard  error. 
Significance among  treatments were  investigated using one‐way ANOVA and represented with a 





linker. The  ratio of chitosan and TPP used  is one of  the  factors  that  influence  the aggregation of 
nanoparticles. Chitosan/TPP in the ratio of 5:1 was found to be the best formulation for the synthesis 
of CCNPs. The mean hydrodynamic diameter of the synthesized CNPs and CCNPs were found to be 
~299  nm  and  ~355  nm,  respectively.  CNP  and  CCNP  nanoparticles  showed  an  intermediate 












P–O  bending peak  at  890  cm−1  and  at  2625  cm−1, which was  broader  compared  to pure  chrysin, 
indicating an increase in hydrogen bond interactions [13]. 
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in the  light microscope  images of the untreated samples (Figure 3). A  thick biofilm of 80 μm was 
observed  in  the  control while  the  thickness was  reduced  to  20  μm  on  treatment with  chrysin. 
However, a higher reduction  in  the  thickness of  the biofilm matrix  to 16 μm was achieved  in  the 
presence of CCNPs (Figure 3). 
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Figure  3.  Microscopic  examination  of  biofilm:  Light microscopy  images  of  S.  aureus  biofilm  (a) 
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3.4.4. Growth Curve Analysis   
The growth pattern of  the  test organism when cultivated  in  the presence and absence of  the 





















provide maximum  stability. High  polydispersity  index  (PDI)  indicates  the  heterogeneity  of  the 
nanoparticles  in  the  mixture.  The  synthesized  spherical  nanoparticles  showed  intermediate 
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The biological efficacy of a drug and its potential use in drug delivery is directly influenced by 














relative  to  the untreated control. However,  the anti‐biofilm efficacy was comparatively enhanced 
when chrysin was encapsulated with chitosan. The ability  to attach and establish biofilm on  inert 
surfaces contributes to making S. aureus a major pathogen of chronic infections [10]. The data also 











specifically  in  the  adherence  and  colonization as  compared  to  its bulk  counterparts,  chrysin and 
chitosan.   




flavone  is 0.5  to 3 g  [27]. Likewise, chitosan nanoparticles are nontoxic at  low concentrations and 
found to be toxic only at higher concentrations [28]. The nontoxic nature of these components may 
enable  the  application of CCNPs  for biomedical applications. As  these  the outcome of  the  study 







on  to  chitosan‐TPP  nanoparticles,  with  a  profound  loading  capacity.  Chrysin‐loaded  chitosan 
nanoparticles  were  characterized  to  confirm  the  effective  loading  of  the  flavone  on  chitosan 
nanoparticles. Anti‐biofilm activities of CCNPs were determined through biofilm inhibition, biofilm 
disruption, EPS reduction and hydrophobicity reduction assays. CCNPs synthesized could be used 
as  a potential  therapeutic  agent  for  controlling  biofilm  formation  in  S.  aureus  in  the  future. The 
nanocomposites may be further exploited towards the development of anti‐biofilm coatings. 
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